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新 しい 免疫抑制剤で あ る cyclo sporin A (CyA) の , 末梢リ ン
パ 球に 対す る免疫抑制効果 と造血細
胞 に 対す る細胞毒性 に つ い て研究 した･ CyA は, 直接紳胞毒性が な い 濃度 で リ
ン パ 球の 増殖反 応を濃度依
存性に 抑制 した . CyA の最大の抑制効果は , CyA をphytohe m aggluti
nin(P H A) 刺激リ ン パ 球増殖反応
の 開始 と同時 に 培養系 に 加 えた場合 に 認め られ た･ CyA をリ
ン パ 球増殖皮応開始後 24時間ある い は 48時
間後に 加 えた場合, 弱 い 抑制効果 しか 認め な か っ た ･ しか し, CyA と 72時間, 前培養
したリ ン パ 球の P 鮎
増殖反応は,CyA を洗浄除去 す る こ とに よ っ て 回復 した ･ CyA の T リ
ン パ球 s ubs ets に 及ぼす抑制効果は,
実験 に 用 い た T リン パ 球の 種類に よ っ て異 な っ て い た ･ す な わ ち cytoto xic T 細胞の 誘導
に対 して は, 非
常に 微量の CyA (0.001JLg/ml) を混合 リ ン パ 球培養系に 加 え る こ と に よ り完全
に抑制さ れ た･ 一 方 , 一
旦 誘導され た cytoto xic T 細胞に 対 し ては , CyA に よる抑制 は認 めら れ なか っ た ･ C O n C a n a V a
lin A(Co n
A) 刺激に よ っ て誘導さ れ る sup pr e ss orT 細胞に 対 して は, Sup pre SS O r活性 を同種リ
ン パ 球の poke w eed
mitogen(P WM) 誘導免疫グ ロ ブ リ ン (Ig)産生に 対す る抑制 で検討す る と,
CyA は抑制効果 を認 めたが,
興味深い こ と に, 自己 リ ン パ 球 の P W M誘導Ig産生を抑制す る 自己 リ ン
パ 球の sup pr e sor T 細胞は,
suppr e sso r活性が CyA に よっ て抑制さ れ ず, CyA に 抵抗性
であっ た ･ in vitr oIg産生で検討 した helper
T 細胞 に対 して も CyA は抑制効果 を示 した■ T リン パ 球 subs et を こ の よう に 抑制す る CyA の濃度は, そ
れ ぞれ の反応系で異な っ て い た . 顆粒球系造血幹細胞 に 対す る CyA の 抑制効果 は, リ
ン パ 球増殖反応を強
く抑制す る 8FEg/ml の濃度 まで 全く認 め られ なか っ た ･ 以上 の 成績か ら, Cy
A は, 可逆的な抑制効果を,
リ ン パ 球増殖反応の初期ある い は T リン パ 球 subs et の 分化過程 に発揮す る こ とが示 唆され る･
さら に CyA
は, 刺激さ れ ない リ ン パ 球 に は作用せず又細胞毒性や骨髄毒性が少い と予想 され る 0
この よ う に 選択的で
ユ ニ ー ク な免疫抑制効果 を有す る CyA は臨床的臓器移植 へ の応用 にと っ て, 非常に 有力 で 有望 な薬剤と考
え られ る.
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同種骨髄移植 は, 急性白血病 , 重症再生不良貧血 に
対す る有力 な治療法と して 既に 確立 され て い る1)2). 同
種骨髄移植 は, 原則と して ヒ トの 主 要組織適合抗原で
ある H L A の一 致 した同胞 か らの 造血幹細胞 の 移植とい
う こ とが で き る. こ の 場合, ドナ ー の 造血 幹細胞 は た
だ生者す るだ け で は目的を連せず, 自己再生, 分化 お
よ び増殖 を行う こ と に よ り宿主 の 新 しい 造血 機能を担
う こ と に なる . また造血 幹細胞 か ら分化 す る ド ナ ー 由
来の免疫担当細胞は , 手巨絶 を防 ぐた め移植前に 施行さ
れ た強力な免疫抑制療法 に よ っ て破壊 され た宿主 の 免
疫系 を再構築 しな けれぼ なら ない : 方,移植片(gr aft)
中に 含 まれ る成熟 した免疫担当細胞, あ る い は移植さ
れ た造血 幹細胞か ら宿 主(ho st)の 環境下で分化成熟し
た ド ナ ー 由来 の 免 疫担当細胞 が, 拒絶反応 (gr af卜
r eje ction)と は逆 に ho stの n on
- H L A抗原を認識し,
細胞 障害性 丁 細胞と な っ て惹き起 こす移植免疫反応も
生 じ, こ れ は graft一V e rS u S-ho str e a ctio n(GV H R)
と呼 ばれ る. ヒ ト同種骨髄移植後 に は種 々 の 臓器を標
的とす る特異 な症候 が発現す る ことが 知られて い るが,
これ は移植免疫反応で ある G VH Rに よ っ て 惹起される
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ものと理 解さ れ て お り, 臨床的 に は graft
-
V er Su S
~
ho stdise a se(G V H D)と呼 ばれ る
3)ヰ)
･
こ の GV H D は,
それ自身が同種骨髄移植 の重 篤な合併症で あ る ばか り
ではなく, 移植後免疫不全状態を遷延化させ る重要な
原因と考えられ て い る
5)
. したが っ て, この G V H D を
予防ない し軽減するた め に, 現在で は m ethotrex ate(以
下 M T X と略す .) の 予防的投与が通常行わ れ て い る･
しかし M T Xの 予防的投与によ っ ても G V H D は高頻度
に生じ, また M T Xの 骨髄抑制作 用 に よ る移植後 の 造
血回復に及ぼ す影響も無視で きな い . そ こ で , 骨髄毒
性が少なく, しか も G V H D を惹き起 こ す細胞障害性 丁
細胞のみ を選択的 に抑制, ある い は除去す る方法を見
い出すた めに , これ ま で種々 の研究が行わ れ てき た.
cyclo spo rin A (以下CyA と略 す) は Cylindro c-
arponlu cidu m と Trichoder m apolyspo ru mの 2種
の真菌か ら抽出さ れた 物質で, 11 の アミ ノ 酸か らな る
分子量1202.6の CyClic peptide で あ る. Bo r el ら
6)7)は
こ の物質が マ ウ ス の 抗体塵生機能を抑制す る こ と を見
い出し, その 後臓器移植 に お け る拒絶反応 に 対 しても
著明な抑制効果 を 示 す こ と を動物実験 で明ら か に し
た8)9). ヒ トに お い て も 腎移植の拒絶反応 予防1 0)や , 骨
髄移植の G V E D 予防に 試み られ1= 2)良好な成績が得ら
れてお り, 新 しい 免疫抑制剤と し て非常に注目さ れ て
いる. これ まで行わ れ たin vitr oに お ける基礎的検討
の結果, CyA の リ ン パ 球系細胞 へ の 作用 選択性や抑制
作用の 可逆性が報告さ れ てきたが1 3)1 4), その 作用機序や
免疫抑制剤と して の 特徴は まだ 充分に 解明さ れ た とは
い えない . わ れわ れ は既 に CyA の in vitro で の 基礎的
検討を行い , 造血幹細胞 に 対す る抑制 が全く み ら れな
い 濃度で, CyA が リン パ 球各種 mitoge n反応, お よ び
allo a ntige nに 対す る反 応性 を抑制す る 成績 を得 て お
ウ15), その
一 部は本報告と 重複す る こ と に な る が, 本論
文ではCyA の 免疫抑制作用の 特徴 をさ らに 詳しく解明
する目的で , CyA の T リン パ 球 subs et の各機能に 及
ぼす影響を検討 した と こ ろ, 各サ ブ セ ッ トに 対す る抑
制効果が それ ぞれ異 な ると い う 成績 を得た の で , CyA
の作用機序に つ い ての 考察を加 えて報告す る .
材 料 及 び 方 法
1 )cyclo spo rin A
CyA はSa ndo z社 (Ba sel Switzla nd) よ り基礎実
掛削こ供与さ れた も の で , 以下の 方法 で溶解 し実験 に
使用した. まず2 m g の CyA を 0. 1 mlの エ タ ノ ー ル に
括解後,0.02mlの tw e en80 を加 えよ く撹拝 し寧が ら,
ペ ニ シリ ン GlOO〟/ml, ス トレ プ ト マ イ シ ン 100/Jg/
mi を含む R PM I 1640培養液(GI B C O)妄徐々 に 滴下




所 に 保存 した. CyA を加 え な い 溶媒 を同様 に 調整 し
control溶液と した. CyA の免疫抑制作用 は, 各種濃度
の CyA を培養開始ととも に 培糞系に 添加す る こと に よ
っ て do se-dependency を, また 一 部の実験系では培養
開始前後の 一 定時間添加培養す る こと に よ っ て tim e-
depe nden cy を検討 した.
2) 末梢血単核球 (pe ripher al blo od m o n o n u cle a r
c ell, P B M C) と T 細胞 ･ B 細胞の 分離
PBM C は健康成人 か ら得 た ヘ パ リ ン加静脈血 を,
Fic oll-hy paqu e法に よ っ て 分離 し, R P M I 1640培養
液で 3 回洗浄後, 15%牛胎児血清 (fetal c alfse r u m,
F CS) 加R P M I 1640培養液に 1 ×106/ml の濃度 で 浮
遊 させ , 以 下の 実験 に使用 した. T 細胞 B細胞の 分離
は, ノ イ ラ ミ ダ ー ゼ(へ キス ト社) 処理羊赤血球(sbeep
r ed blo od c ells, S R B C) と前述の 方法で得 られ た
P B M C を, 非動化した F CSに それ ぞれ 1×108/ml と
5×106/mlの濃度 に 調整し, 各々 等量 を加 えて, 200g
5分遠心 し, 4
O
C 60分以 上静置 した. その 後 pellet を
静か に 再浮遊 し, Fic ol 卜 hypaqu eに重層 し, 40g30
分遠心 した . Fic oll-hypaqu eと の境界に あた る E ロ
ゼ ッ ト非形成細胞 を採取 し, 3 回洗浄して これ を B 細
胞 分画 と し, 一 方 採 取 し た pelet は tris - N H4Cl
buffe rで溶血さ せ 3回 洗浄 して, こ れ を T 細胞分画と
し た. それ ぞ れ の 分画は, 再度同様 の操作で精製 し T
細胞分画か ら精製 丁細胞分画を, 又 B 細胞分画か ら精
製 B細胞分画 を得た. こ う し て得ら れた精製 丁細胞分
画は, E ロ ゼ ッ ト形成細胞 (以下E-R F C と略す) が
95%以 上 で, E A C一 口 ゼ ッ ト 形成細胞 (以下 E A C-
R F C と略す)の 混 入 は 1%以下 で あ っ た . 精製 B 細胞
分画は, E A C-R F C が50-60%で , E-R F Cの 混入 は
5%以内で あ っ た .
3) CyA の 細胞毒性
CyA の 細胞 に対す る直接毒性を色素排泄試験に よ っ
て検討し た. P B M C浮遊液(1 ×106/ml) を小試験管
に 0.5mlづ つ 分注 し, こ れ に 各種濃度の CyA を加 え,
5%CO2, 37
0
C, 100% 湿度の 条件下で 一 定時間培養 を
行 っ た . 培 養終 了後, P B M C浮遊液3容に 1%try pan
blu el容 を加 え, 色素排泄能 の 有無 に よ っ て死 細胞 を
算定した .
4)S R B Cお よ び補体 レ セ プタ ー に 及ぼす CyA の 影
響
3)と 同様 の 培養 を行 っ た後 に , 洗浄す る こ と な く
P IさM Cの E ロ ゼ ッ ト及び補体 レ セ プタ ー に対す る ロ ゼ
ッ ト形成 を橘 らの 方法Ⅰ6)に 拠 っ て検討し た.
5)mitogen お よび allo a ntige nに対 する反応性に 及
ぼ す影響
2)で得られ た P B M C浮遊液 (1 ×106/ml) を, 0 .2
548 塩
ml づつ micr otiter plate(Nu n c) に 分注し, こ れ に あ
らか じめ検討して得た至 適濃度の phytohe m ag glutinin
- P(P HA - P, Difc o)0･5JJl/w911, C On C a n a V alin A
(co nA, Bo ehringer)2･5FLg/ml, pOke w e ed mitoge n
(P W N, Difco)10FLl/w ellをそ れ ぞ れ加 え, 5%C O2,
37
｡
C, 100% 湿度の 条件下 で 96時間培養 を行っ た･ 培
養終了 10- 12時間前 に 1 FLCi
3H-thymidin e(3H -
T d R, New Engla nd Nu cleAr, Spe Cif
ic a ctivity 5
ci/m M)を加 え, 培養終了後 D N A合成 を
3‡ト T d Rの
取 り込み に よ っ て 液体 シ ン チ レ
ー シ ョ ン カウ ン タ ー を
用 い て 測定 した.tim e- depe nde n cy の 検討に は洗浄操
作が加 わる た め, 通常の 試験管法
17)に て行 っ た ･ す な わ
ち, 得 られ た P B M C浮遊液 を 0･5mlづ つ 各試験管に
分注 し, 4 .Op g/ml濃度 に CyA を加 え
一 定時 間培養
し, その 後 3回洗浄 し, mitogen 反応を行 っ た ･ CyA
と mitogm とを同時 に培養系 に加 えた場合は 3回洗浄
し て CyA を除去 し再 び mitoge n を 含 む 培養 掛 こ
p B M C を再浮遊させ培養を続けた. CyA の 抑制効果は,
cyA を含 まな い 溶解液 を コ ン トロ
ー ル と して加 え同じ
操作 を加 えて行 っ た場合の 反応性 を 100%と し て,
%inhibitio n=
m c oIltr Ol - C
cpm c o ntr ol
×100
と して 算定 した .
6) 造血幹細胞に 及 ぼす 影響
額粒球 ･ マ ク ロ フ ァ ー ジ 系造血 幹細胞 で ある c olo ny
- fo rming u nits in c ultur e(C F U
- C) の 測定 は,
pike & Robin spn の 方法
1 8)で検討 した. こ の 場合 CyA
は plating m ediu m に加 え, 培養 は tripric ate で 7･5%
C O2, 37
｡
C, 100%湿 度の 条件下 で行い , 50個以 上 の細
胞か らな る コ ロ ニ ー 数を算定 した .
7)helper T 細胞お よ び sup pr e ss o rT 細胞の 誘導
に 及ぼ す影響
抗体産生系に お ける helpe rT 細胞機能, お よび Con
A 刺激 suppr es so rT 細胞の誘導過程に 及 ぼ す影響を
検討す る ため Hir a n oら の 方法
2 0)に 準 C, P W M誘導免
疫グロ ブリ ン塵生系を利用 して検討 した. 2)で 作製し
た 1 ×10
5の B細胞 に, 4 ×10
5の T 細 胞 を 加 え 15%
F C S加 R P M I1640培嚢液1 ml に 浮遊 した . こ の 培
系に P WM lOjLg/ml を加 え, 5%C O2, 37
0
C, 100%
湿度の条件下 で 7 E]間培養 し, 培養終了後 Ke a rn ey ら
の方法明 こ準じて胞体内免疫グロ ブ リ ン産生細胞(以下
,lg 産生細胞と略す) 数を, 回 収さ れ た細胞数
と胞体内
免疫グロ ブ リ ン産生 細胞 の百分率の 積と で算定 した･
Ig産生細胞 は, 蛍光抗体法で細胞質内免疫グロ ブリ ン
を染色 する 事に よ っ て行 っ た . す なわ ち, 回収 した細
胞 を P B Sに て 2回洗浄 し, 1 ×10
6-2 ×106/mlに 調整
原
し無蛍光の ス ライ ドグラ ス 上 に 塗沫乾燥 し, その後5%
氷酢酸カロエ タ ノ ー ル で -20
0
C15分固定 し,C Old PB Sで
充分洗浄後 FI T C標識ヤ ギ抗 ヒ ト免疫 グロ ブリン(IgA
, IgG, IgM)血 清(日本臓器, 原液を P B Sに て 40倍
に 希釈 して使用) で染色 した . 蛍光顕微鏡(オリンパ
ス 落射蛍光顕微鏡, B H S-R F A 型)で 500個以上 の細
胞数 を観察 しIg 産生細胞の百分率 を算定した. b dper
T 細胞機能 は, 組み 合わせ る細胞中の s up press orT細
胞機能 を除去す る目的で ,1500rad の Ⅹ線照射を行っ
た後便用 した . 一 方 , 抗体産生系 に お ける sup presor
T 細胞 の評価 は , Con A で 誘導され る s up press orT
細胞 を用 い て検討 した
21)
. 細胞1 ×106/mlに Co nA 20
〟1 を添加 し, 48時間か ら72時間培養後, 培養熟こて
3 回洗浄 して得られ た s up pr es so rT細 胞を新たに用意
した P B M C 3×10
5に 1 : 3 の細胞比 で 加え全量を1
mlの 細胞浮遊液と して P W M誘導Ig 産 生に対する抑
制 に よ っ て 評価 した . CyA はsup pre ss o rT 細胞を誘
導す る Con A 反応系 に 加え, その誘導 に対する効果を
検討 した .
8) 同種抗原誘導細胞障害性 丁 細胞に 及ぼす影響
混合 リ ン パ 球培養 (miⅩed lymho cyte r ea ctio n,
M L R)に よ っ て誘導され る細胞障害性 丁 細胞の測定は,
Lightbody ら の 方法
2 2)に 従っ て,5 1Cr rele a s eを利用す
る c el卜 m ediated lym pholysis(C M L) に 拠っ て行っ
た . まずbulk M L R と して反応細胞浮遊液6 ml(1 ×
108/ml) に 1500r ad の Ⅹ 線 照射刺激細胞 1 ×10
6/ml
を 等量加 え 25ml の tis sue c ultu r e 触 sk (Falcon
30 13)に 入 れ 37
0
C, 5%C O2, 100%湿 度の 条件で 8 日
間培養し た. 細胞障害性試験 に 用 い る標的細胞は M LR
の 刺激細胞 と同 一 人の P B M C を P H A と 3 日間培養
し て得ら れ る P H A bla st と し, こ の P H A blastを3
回洗浄後, 5 ×107/mlに 調整 し, そ の 0.2mlに NaCr
4
04 (250-500m Ci/m g, R C C Am er sha m)10OpCi を
加え , 60分 w ate rbath に て振 とう 混和 した. このよ
う に して 得 られ た
5 1
Cr で 標識 した標的細胞 は, 培重液




Cr r ele a s e a ss ay に よ る細胞障害性試験は, マ イ クロ
プ レ ー ト法 で 行 っ た . まず effe cto r c e1sと targetcells
は 20: 1, 10: 1, 5 : 1 の細胞比 (以下E:T 比と
略す)に調整 し U 塾の マイ ク ロ タイタ
ー プレ ー ト(Nunc)
に 最終容量 0.2mlに な る よう に 加 え, 100g l分遠心
後 5%C O2 , 37
0
C, 100%湿度の 培養器で 4 時間反応さ
せ , 反 応終了 後500g 5分遠心 し上 溝 100〟1 を採取し
た. 培嚢液を加 え全量を 1.1 ml と して か ら ウ エ ル型γ
-カ ウ ン タ ー (ア ロ カ)に て51Cr の 放射活性を測定した
m a xim u m r ele as eと SpO nta n e O u Sr ele a seは
target
c ells に 1 N H C L と培養液 をそれ ぞれ 0.1ml づつ力陀 ,
新 しい 免疫抑制剤 Cyclo spo rin A の 基礎的研究
同様の 操作 を行 っ て測定 した･ CyA はeffe cto rを誘 導
する M LR の 培養系と , effe cto r c ells とta rget c ells
を加えた細胞障害性の 反 応系に , それ ぞ れ添加 し抑制
効果を検討した･
9 )T 細胞 の 自己 n o11 T 細胞 を認識 し増殖 す る
a utogo u s mix ed lym pho cyte r e a ctio n
( AM L R )に 及 ぼ す CyA の 抑制効果
A ML R は Pala ciosらの 方法
2 7)に 準 じて行っ た . つ ま
1j2)で得ら れた T 細胞 1 ×10
5と , 1500r ad の Ⅹ 線照
射した自己 B 細胞 1 × 10
5
を 15% 非動化ヒ ト プ ー ル 血
清 加R P M I1640培養 液0･2 mlに 加 え, 5%C O2,
37
C
C, 10% 湿度の 条件下で 7 日間培養 した . 各種濃度
のCyA は培養開始と同時に 添加し, その 効果 を培養終
了24 時間前に 加 えた
3H-T d R取 り込 み に よ る D N A
合成で検討した.
成 績
1 )CyA の 細胞毒性 ( 図1 )
C〉rA の 細胞毒性 の検討で は, 培養48時間ま で は,
CyA50JLg/mlの 濃度で も P B M C の う ちtry pa nblu e
に染まるの は 10%以 内であ っ た . 72時間 では , C OntrOl
の死細胞が 5%以 内で あ っ た の に 比 べ CyA 50JLg/ml
で50%,100〟g/mlで は 85%の 死 細胞が観察 され た.
ニの結果か ら, 以下の 大部分の 実験は, CyA の直接的
な細胞毒性の み ら れ な い 10/欄/ml 以下 の 濃度で行っ
た
.
2) CyA の E およ び E AC ロ ゼ ッ ト形成能 に 及 ぼす
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Cyclo sp o rin A I柑 / ml
Fig･1･ Directcytoto xicity ofcyclo spo rin A(CyA).
Periphe ralblo od m o n o n u cle a r c e11s(P B MC)w er e
inc ubated withv a rio u s c o n ce ntratio n s of CyA fo r
24･ 48 a nd 72 hr, re Spe Ctiv ely. V iability of the
CyA tr e ated c eIIs wa s e v alu ated with try pa nr
blu edye e x clu sio nte st.
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図2 は各種濃度 の CyA と48時間 prein c ubatio n を
行 っ た P B MC の Eお よ び E A Cロ ゼ ッ ト形成能を検討
し た 成績 で あ る. 図 2 か ら 明 ら か な様 に 48時 間の
Pr ein cubatio nでは ,50/(g/ml の濃度まで CyA はロ ゼ
ッ ト形成能 に つ い て c o ntr ol と の差を認めなか っ た
.
ま
た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ陽性細胞数も変動 しなか っ た , 囲
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CYClo spo rin A Ilg/ml
Fig.2. Do s e-depe ndent effe ct of CyA o n she ep
erythr o cyte (E) a nd c o mple m e nt r e cepto rs of
lym pho cytes. Afte r48 hr in cubatio n of P B M C
With v a rious con centratio n s of CyA,P B M Cw er e
te sted fo rtheir E - a nd E A C(e rythro cyte - a nti-
body
-
C O mple m e nt)- rO S ette fo r ming c apa city.
Ea ch points r epre s ent m e a n±S D in 5e xpe ri-
m e nts. E-R F C, E. r o s ette fo rmig cells; E A C-
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Tim e Fo r Fn c ubation ( hr)
Fig･3･ Tim e-depe ndenteffects of CyA o nE a nd
C O mple m e nt re c epto rs. A fte r in c ubatio n of
P B M Cwith 8JLg/mlof CyA fo rv ario u sdu ratio n
Of tim e, P B M Cw er ete sted fo r E a nd E A C-
r o s ette fo r m atio n. Ea ch points r epres e nt m ea n±
S D in 5e xpe rim ents.
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ッ ト形成能 を経時的に 測定 した 成績 を示 した もの で あ
る. CyA 8FLg/mlの濃度で は, 72時間の in c ubatio n
に よ っ て E｡E A Cロ ゼ ッ ト形成細胞の 値 は, や や動揺
す る もの の ロ ゼ ッ ト形成能に 有意の変化 は みと め られ
な か っ た . こ のよ う に CyA は非刺激リ ン パ 球に 添加培
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- depe nde ntinhibito ry efect of CyA
on pr olife ratio n of P B M Cwhe n stim ulated by
mitoge n s a nd allo a ntige n s･ M L C, mix ed lym pho
-
cyte c ultu r e; Con A, Co n c a n a v alin A; P W M,
poke w e ed mitoge n; P H A, phytohe m ag glutinin･
% inhibitio n=
煎 ntr ol)~ C叩 坤 唾LxlOO
Cpm(c ontrol)
Co u nts of in c orpo r ated [3H] 一 thymidin e per
min ute
原
る レ セ プ タ ー に 変化 を及 ぼ さな か っ た .
3)CyA の mitoge nお よ び a1lo a ntige nに 対する反
応性 に 及 ぼす 効果 (図4, 表 1)
図4 は各種濃度の CyA を培養開始 と同時に培養系
に 加 え, mitogenお よび a1lo a ntigenに 対する反応抑制
効果 を検討 したも の で ある. 抑制率 は CyA を含まない
溶媒添加培養 に お ける3Ⅲ - T d R の取 り込み を100%と
して%inhibitio nで 示 した. まず, 0･5JLg/mlの濃度で
は い ずれ の 反応も 50%以 上の 抑制が みられ た.0.5捕/
mlの 濃度 か ら4JJg/mlの 濃度 までは, 各反応に対する
CyA の抑制率に 善が認められる傾向に あり allo a ntige n
反応に 対 し て は,P H A反応に 対 して よ り強い抑制が示
さ れ た
.
しか し 10ノJg/ml の浪度 で は , それ ぞれの反応
は何れ も著明 な抑制 を う け, 抑制率 は 85%- 95%で,
各反 応に 対 す る CyA の抑制率 に 羞を認 めなか っ た. 表
1 は CyA の P H A反応 に 及ぼす影響 を時間径過ととも
に 検討 した 成績である . P H A反応開始時か らCyA 4
〟g/ml を加 え, 72時間培養した 場合 P H A反応性に対
す る抑制率 は 58% と な り最も強い 抑制が観察された.
しか し P H A反応開始 24時間目 に CyA を添加し,その
後 48時間培養 した 場合 は 25%, 48時間後 に添加した
場合 は, 8.5%の 抑制 し か 認 め ら れ な か っ た. 次に
prein c ubation に よ る抑制効果 を検討す ると, CyA 4
-JLg/ml と 72時間 pr ein c ubatio n し, 3 回洗浄した後
P H A 反応を行う と 28% の抑制 しか 認 められず, 48時
間の pr ein c ubatio nで は29%,24時間で は21%の抑制
Table l. T im edepe nde nt effe cts of CyA o n P H Ar e spo n s e oflym pho cytes･
M in u stim e m e a n spr ein c ubation pe riod･
period of
3
日- Td R In co rporatio n cpm
In c ubation
wi th CyA, hr wi t ho ut CyA wi t h CyA
% Inhi bi tion★ ★
-7 2 - 0★
-4 8 - 0
- 24 - 0
0 - 72
2 4 - 7 2
4 8 - 7 2
30,986± 1,01 6
32,25 7± ,7 7 3
28,03 7± ,2 2 5
1 9,78 3± 1,0 7 8
2 3,70 8± 1,63 4
2 2,4 80± ,603
2 2,1 4 9± 3,46 9
2 2,7 46± ,8 02
21,9 78± 1 ,1 98
8,1 60± 2,01 6
1 7,5 59± 1,09 9
20,56 9± 1,071
★ O indicatest he starting time of c ul ture
★★ % jnhうbうtjo n =
CPm C OntrOl
- CPm CyA added
CPm C O ntr Ol
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Table 2, Effects of CyA o n c ol ny-forming u nits in c ultu r e(C F U･C).
C F U-C w e r e a ss ayed in the pr es e n c e of v a rio u s c o n c e ntr atio n s of






% Inhi b itio n
' *
0







6 9 ± 1 9
7 3 ± 1 5
6 9 ± 9
6 8 ± 1 8
6 5 ± 1 0
6 3 ± 1 7
71 ± 12
★ Bon e m ar ro w











C FU- C c ontr ol - CFU - C CyA ad ded
C F U- C co ntrol





x : 1500r ad X- r ay tr e ated
+ . 口 = Co n- A t r e a t ed
Fig･5･ A‥ Helpe rT a nd sup pr es so rT c ella ctivi･
ties in P W Mェindu c ed im m u n oglobulin (Ig)
Synthesis･ Helper T c ell fu n ctio n w a s a ss ayed by
C Ou nting in cre a sed Ig-prOdu cing c ells in c o-
CO Cultur e syste m of n o r m al B c ells (Bn) a nd
l,500rad irr adiated n o r m al T c ells (Tn x). B:
Sup presor T cell fu n ctio n w a s a ss ayed by
COu nting de cre a s ed IgApr Odu cing c e11s in c o-
C ultu re sy te m of peripheral blo od lym pho cyte
(PB L)a nd Co nA stim ulated, a utOlogo u s(Tl)o r
alloge neic (T2) T c ells, P B Ll a nd T. we r e
Obtain ed fr o mthe s a m edo n o r.
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で あ っ た . 成績は 示 さ なか っ たが, prein cubatio n後 の
洗浄回数と CyA の除去さ れる程度 を検討した予備実験
では , CyA の抑制効果 は, 3回 の洗浄まで は 回数に つ
れ て減少 した が, それ以上 の 洗浄 は, 抑制効果 に影響
が み ら れな か っ た .
4) CyA の C F U- C に及 ぼす 影響 (表2)
mitoge nお よび allo a ntigen反応が著明 に 抑制 さ れ
る CyA 8FLg/ml以下の種 々の 濃度で , C F U-C に及
ぼす 影響 を検討 した. 表 2か ら明 か なよ う に , CFU 岬 C
は少くと も検討した範囲で は CyA に よ っ て全く抑制を
う けな か っ た .
5) CyA の helpe r T 細胞機能 と s up pre sor T 細
胞の 誘導に 及ぼ す抑制効果 ( 図5, 6, 7, 8)
図5 q A は P W M で誘導されるIg 産生細胞数を示 し
たも の で ある . ま ず正常 丁 細胞 (Tn) の みで はIg産
生細胞 は 3.2±2×103 (n = 10) で , B 細胞 (Bn) の み
で はIg 産生細胞 は 1.0±0.5(n = 10)で あ っ た . 一 方,
(Tn 十Bn)の 組 み合わ せ で は, 41±4.3×103(n = 10)
の Ig塵 生細胞が誘導され, さら に放射線照射した T 細
胞(Tn x) を加 えた Tn x+ Bn の 組み合わせ で はIg虔
生 細胞数は 49±8×103(n = 10)で あ っ た . こ のよ う に
Tn x+ Bn に よ っ て 出現す るIg 塵生細胞数 をhelpe rT
細胞機能の 指標 と した. 加 える T 細胞が自己の で も,
他人 の T 細胞で も差が 認め られ ず, こ の helper T 細
胞機能 は,helpe rT 細胞とIg産生細胞の間の HL Aの
552 塩
差異に よ る影響 をう け なか っ た . sup pr e ss o rT 細胞機
能 は, 図5-B に 示 す よう に Co nA 誘導 sup pr e sso rT
細胞 1 ×105 を T, B 細胞 に 分離す る前の P B M C 3×
105に 加え, 7 日間培養す る こ と に よ っ てIg産生細胞数
は 25± 5 ×103(n =10)か ら 5 ±2.5×103(Tl , n = 5)
また は 4 ± 3 ×10
3(T2, n = 5) へ と減少 した. こ の減
少 したIg 産生細胞数21 ± 4×10
3(n = 10)を sup pr e s-
s ｡ rT 細胞機能の 指標 と した. 加 える T 細胞が自己 の
もの (Tl) で も, あ るい は 又他人 の もの で (T2) で も
抑制の程度は変化 しな か っ た . した が っ て こ の 実験系
で は s up press o rT 細胞機能 も helper T 細胞機能 と同
0 0.0 01 0,01 0･1 1
･ 0 1 0･O
Fig. 6. Dos e
- depe nde ntinhibito ry effe cts of CyA
on helpe rT c ell fun ctio nin P W M,indu ced Ig
synthe sis･ P W Mindu c ed Ig pr odu cing c ells w er e


















Fig. 7･ Do se-depende ntinhibito ry effe cts of CyA
o nproliferation ofc o n c a n a v alin A(Co nA)stim u･
lated T c ells.
原
様に H L Aの 一 致を 必要と しない と考えられ た. 図6は
helper T 細胞 に及 ぼす 各濃度別の CyA の 抑制を示し
た も の で あ る . 図か ら明か な よう に , helpe rT細胞機
能は CyA に よ っ て do s e-dependent に 抑制され0.01
FEg/ml で はほ ぼ 50%,0･l〃g/ml で 90% 以上 の抑制が
認 め られ た. こ の さ い B 細胞と組 み合せ た X 線照射丁
稚胞 は, B 細胞 と同種の 場合も , 自己 の 場合も, CyA
の 抑制率 に 差は な か っ た . 図7 はsup pr ess o rT 細胞を
誘導する Co nA 刺激培養系に各種濃度の CyA を加え,
T 細胞の Co nA に よ る増殖反応 に 対す る CyA の抑制
効果 を示 した もの で ある. Co nA 刺激 丁 細胞の D NA
合成 に 対 す る 抑制率は , 培 養48時間目で はCyA の
0.01〟g/ml添加 で c o雨qolの 約 50%, 0■1捕 血1で
70%, 1.0〝g/ml で 80%, 10･0〟g/mlで ほぼ100%で
あ っ た . こ の CyA の Con A 反応 に 及 ぼす影 響は72時
間目で も 48時間培養の 場合 に比 べ て抑制はやや強くな
っ た が ほ ぼ 同様の傾向を示 し, CyA の 各濃度に応じて
Co nA 刺激 丁 細胞の増殖反応は抑制さ れ た. そこで,
CyA と 48
- 72時間培養 した T 細胞 を採取し, 3回
浄後新た に 用意 した P B M Cの P W M誘導Ig塵生の系
に加 えその Sup pr e SSO rT細胞機能を測定した. 図8 は,
その よ う な方法で , CyA と ともに培 毒した Con A誘
導 sup pre ss o rT 細胞の P W M誘導Ig塵 生 に及ぼす影
一響 を検討 した成績 を示 した も の で あ る. c o ntr ol溶液
(CyA OFLg/ml) を加 えて 得た Con A 刺激suppres･
s or T 細胞 の 自己 P W M誘導Ig 産生に 対する抑制を
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Fig. 8. Effe cts of CyA o nindu cti()n Ofs up p
resSt'汀
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reS 糾
a ctivity of Con A stim ulated alloge n e
ic T cellさ
(T2).
新 しい 免疫抑制剤 Cyclo spo rin A の基礎的研究
100%とす ると, 0･001, 0･01, お よび 0･1〟g/mlの濃
度では,CyA 添加 に も拘 らずCo
nA 誘導 sup pre ss o rT
細胞のIg産生抑制は, コ ン ト
ロ ー ル の 80%以 上認 めら
れ, 1.0〟g/mlで も 約 70%の , また Co nA 刺激 丁 細
胞の増殖が 100%抑制 され る 10鵬/ml の 濃度で もIg
産生抑制はコ ン トロ
ー ル の 50% しか認め られ な か っ た -
この よ う に CyA は Co n A に よ る T 細胞 の 増殖 と
suppre sso rT 細胞の 誘導に対 して異な る抑制効果 を示
し,少くとも自己 P B M C のIg 産生系に対する sup pr e s
-
s｡r T細胞の誘導 に は, 抑制効果 は少な い とい う結果
が得られた.
一 方 , 同種の P B M Cの P W M誘導Ig産
生に対する Sup pre S SO rT 細胞の 誘導 に 及ぼす CyA の
影響を検討する と, CyA O･01〟g/ml で Ig産生抑制 は
5偶 の , 1.0〟g/ml で 10%, 10〟g/ml で はIg 産生抑
制はコ ン ト ロ
ー ル に く ら べ て ほぼ 消失 し, 少な くと も
同軽P B M Cの Ig 産生に 対す る sup pr e ss o rT細 胞機
能はCyA によ っ て do se-depe nde nt に抑制されるとい
う成績が得られた . Co nA に よ る T 細胞増殖 に対 する
抑制効果と SuP pre SS O rT 細胞 の 誘導に 対 す る抑制効
果とは, 自己 P B M Cの Ig 産生の 場合と異 り ほぼ平行
する傾向が みら れ た. こ の よ う に Co nA で誘導さ れ る
s up pr essorT 細胞は, 誘導の 過程で CyA で処理 す る
ことによ り, 自己 と 同種の PB M Cの Ig 産生 に 対す る
抑制効果に 差が 認め られ , ま た自己 P B M Cの Ig 産生
を抑制する Co nA 誘導 s up pr es so rT 細胞 は ConA に
よっ て増殖する T 細胞に 比 べ CyA に対す る感受性が低
い ことが示さ れ た.
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6)CyA の 細胞障害性 丁細胞機能 に 及ぼす効果( 図
9, 10)
基礎的検討で は, 2 ×104の PH A bla st を標的細胞
と した場合, m a Xim u m r ele a s e1723±162cpm , SpOn-
ta n e ou srele a se133±41cpm で ,SpO nta n e O u S rele a se
は, m a Xim u m r ele a seの 10%を超え る こ と はな か っ
た . E: T 比 を 5: 1, 10: 1, 20: 1, と増加さ せ た
場合,細胞障害性 はそれ ぞれ 13 ±4%,24 ±2.2%,3 5 ±
2%と な り細胞障害性 は, 加 える cytoto xic T 細胞 に
dose-dependen cy を示 し た. 図9 は, CytOtO Xic T 細
胞 を誘導す る M L Rに CyA を加 え, 8日 間培養後 3 回
洗浄 して 標的細胞 に 対す る細胞障害性を5 1Cr rele a se
a ssay で検 討し た 結果 である. CyA 添加 に よ り cyto ･
to xic T 細胞の誘導はdo se- depende nt に抑制され た.
CyA の 抑制効果を effe cto r細胞の 数 を変えて検討する
と, E: T 比 20: 1の場合, 斜線入 りの 棒で示 す よ う
に CyA O.001FLg/ml で 75%, 0.1/Jg/ml で90%以 上
の 抑制が認 め られ た. E:T 比 5 : 1で は白い 棒で示 す
よう に 0.01〟g/ml で 60% と抑制の 低下が みられ たが ,
0,1〟g/ml 以 上の 濃度 で は E: T 比 20: 1 の場合 と同
程度の 抑制が認められた. この ように ,CyA はcytoto xic
T 細胞の 誘導に 対 し強い 抑制を示 した. そ こ で次 に 一
旦誘導された cytoto xic T 細胞 に対する CyA の 抑制効
果を み る為 に , CyA を51Cr r ele a s e a ss ay の 系に 加 え
そ の 効果を検討 した. 図 10 は, M L Rに よ っ て誘導 し
た cytoto xic T 細胞と標的細胞の 比 を 20: 1と し, 培
養液 に CyA を加 え, CyA がcytoto xic T 細胞 の 標的
細胞 に 対す る傷害性を抑制す るか 否か検討 した成績 を
示 したも の で ある . 図10に 示 さ れ るよ う に , CyA は そ
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の濃度を10〟g/ml まで増加 させ ても全く抑制効果が認
め られ な か っ た . また E: T 比 を 5 : 1 に して も 同様
の 成績が得られた. このよう に誘 導され るべ き cytoto xic
T 細胞の 前駆細胞 と,
一 旦誘 導され た cytoto xic T 細
胞に 対す る CyA の抑制効果は全 く異なる結果が得られ
た
.
7) A M L Rに 及 ぼす CyA の抑制効果
図11 は A M L R の反応系に 培養開始 と同時に 各種濃
度の CyA を加え, 自己 の D R抗原に 反応 して増殖す る
T糸田胞 に対す る CyA の抑制効果を 示 した も ので ある･
図か ら明 らか な よう に , CyA はdo s e-depe ndent な抑
制効果 を示 し抑制 の程度 は 0.1/Jg/ml で 50%, 1･O
FEg/ml の濃度で 90%の 抑制率で あ り, こ れ は CyA の
M L Rに 対す る抑制率と ほ ぼ 一 致す る成績 で あ っ た .
考 察
本研究か ら, CyA は種々 の in vitroに お ける免疫学
的反応性 に 対して 強力 な抑制作用 を有す る こ と が 明ら
か と な っ た が , その抑制作用 や 抑制の 程度は検討対象
で ある免疫反応の 種類や CyA を作用 させ る タイ ミ ン グ
に よ っ て大 きく左 右さ れ る. こ れ は骨髄毒性 を 示さ な
い 点とと も に 従来の 免疫抑制剤 と は大き く異な る点で
あり, CyA は抑制作用 にある程度選択性 を有す る新 し
い 型 の 免疫抑制剤と い えよ う .
CyA は各種 mitoge nおよ び allo a ntige n に よ っ て刺
激され た P BMC の増殖反応 に対 し,直接細胞毒性が認
め られな い 濃度で do s e- depe ndent な抑制効果が認め
ら れ た. do s e- dependentな 抑 制効果 は, 他 の 研究
者1引1 4)2 3)a 4)3 9)4 0)に よ っ て も報告さ れ て い る . しか し, そ
の抑制の 程度 は各研究者間で必ず しも 一 致してい ない
よう である. たと えば P HA 反応性 を50% 抑制する CyA
の 濃度 で 比 較す る と, わ れ わ れ の 成績 は 0.5〟g/mlか
ら1.0〃g/mlの 濃度で 50%抑制が得ら れた が, これは
1,5〟g/ml の濃度 とする Hessらの 報告
2 3)と類似した成
績 で あ っ た . しか し W hite ら の 報告
1 3)で は CyA O.08
FLg/ml, De eg ら の 報 告
3 9)で は 0･05JLg/mlの 濃度で
50% 抑制が得 られ て お り, わ れ わ れ の 得た成績の1/
10～ 1/20の 低濃度 で あ っ た . こ の よ う に 同じ P HA 反
応 に 対 し て 同程度 の 増殖抑制効果 を得 る の に必 要な
CyA の 濃度が 異な る理 由は明 らか で は な い が, 各研究
者 に よ っ て 培養条件が そ れぞ れ異 な る こ と, CyA を溶
解 す る溶媒の 差異以外に , 各々 の 研究者が実験に 使用
した P B M Cの 種 に よ る差異にも あるの ではない かと思
わ れ る. He ssら
2 3)は ヒ トの P BMC を使用 し, われわ
れ の 得た成績 と似か よ っ た成績 を示 して い る が, Deeg
ら39)は犬の , White ら13)は サ ル の P B M C を使用して検
討 して い る.
つ ぎに , CyA の抑制作用 が CyA を作用させる時期に
ょ っ て異 な る か どう か を P H A 反応で検討した. その結
果 (表l), CyA を P H A添加 と同時 に 培養系に 加え
CyA の 存在下で PH A反応を行 っ た 場合に , 最も掛
1
抑制 が認め ら れ, 培養開始 24時間以降に CyA を添加
ノしても CyA の P H A反応に 対す る抑制作用 は効果的で
はな か っ た . 同様の 成績 は Le o ni ら1 4)W hite ら1 3)Hess
ら2 2)に よ っ て も 報告 さ れ て お り, CyA の抑制作用は
mitog帥 刺激に よ っ て 惹き起さ れ る P H A反応性細胞
の増殖の初期 に発揮されるもの と考 えられる. また D N A
合成 が ピ ー ク に 違 っ す る培養 48～ 72時間に CyA を添
加 して も抑制が ほ と ん どみ られ ない こ とか ら, CyA は
D N A合成を阻害 す る作用 を有 しな い と考 えられる･
Hessら
2 3)も P H A反応お よび Co nA 反応に おい てCyA
添加時期と抑制効果と の 関係 を詳細 に 検討し, 培養開
始2時間以内に CyA を添加 した場 合に 最も強い 抑制が
得 られ た とい う. De eg ら3
9)も犬 の リ ン パ 球を用いてば
ば同様の 成績 を報告し て い る. さ ら に , 増殖反応に特
別 な刺激を必 要と しない T 細胞白血病 の継代培養殊に
対 して も CyA が抑制効果を示 す成績
4 2)を考えあわせる
と , CyA はP H A刺激が細胞 に 伝達さ れる過程ではな
く ,P H A刺激 を受 け と っ た 反応細胞が増殖を開始する
た め の 変化 をお こ す時期 を選択的 に 抑制 する可能性か
示 唆さ れ る. この よう に CyA の 抑制効果が mitogc n刺
激後の 増殖反応の ごく初期 に作用す る こ と は, 従射
ノ
免疫抑制剤で はみ られ な い 点 で あ り, CyA の もつ 免疫
抑制剤 と して の ユ ニ ー ク な特徴と い え る･ さ らに注目
さ れ る こ と は, PH A添加前に CyA を作用さ せる･ 即
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反応を行うと PI 抽 反応が約 70%ま で 回 復 しう る成績
が得られ る こ とで ある (表1)･ こ の成績 は CyA の作
詞が可逆的で ある こ と を示 してお り これ は
1 2 5Ⅰで ラベ ル
された CyA が徐々 に リ ン パ 球膜表面か ら遊離す るとい
ぅLe oni ら
1 4)の 観察に よ っ て も支持され る･ mitogen や
all｡a ntigen刺激 に よっ て 増殖反応 を示 すの は主と して
T リンパ 球で あるが , 近年め ざま しい 進歩 を遂げた免
疫学の 成果から, T リン
パ 球は その 表面形質や機能の
異なる種々 の T リン パ 球に よ っ て構成され てい る こと
が明か に なっ て い る
2 1)44)
.
そ こ で T リン パ 球 subset機
能に及ぼす CyA の 影響を検討したと こ ろ,CyA は Tリ
ンパ 球の増殖反応 に 対す る効果と は異な り, 以下 に 述
べるよう に きわ め て興 味あ る抑制効果を有 する こ とが
明らか に なっ た .
M L Rに よ っ て誘導さ れ る cytoto xic T 細胞は拒絶
反応を惹き起す細胞と して注目さ れ, M L R- CM Lと
いう免疫反応系は拒絶反応の in vitr oモ デ)t/と考 えら
れてい る. こ の系を利用 して cytoto xic T 細胞 を誘導
する場合の CyA の抑制効果を検討 してみ ると, CyA は
0.001〟g/ml とい う き わめ て低 い濃度 で 50%の抑制 を
示した. しか し,
一 旦 誘導さ れた cytotoxic T 細胞に
は,10,00倍の 濃度の 10〟g/mlで も全く抑制効果が認
められなか っ た . cytoto xic T 細胞の 誘導を 50% 抑制
するCyA の濃度は, He s sら
24)に よれば0,016J(g/ml か
ら0.064JLg/ml, Ke o w nら
28)に よ れ ば 0.0975jLg/ml
と, 各研究者間で成績 が異 っ て い る が, 一 旦 誘導され
た cytotoxic T細胞 に 対 して は, わ れ わ れ の 成績 と同
様に, He ssら2 3)は 50FLg/ml の濃度ま で , Ke o w nら28)
は12.5JJg/ml の濃度ま で検討し, 全く抑制が認め られ
ない成績を報告 してい る . 従 っ て CyA はcytoto xic T
細胞の誘導過程 に の み , 非常 に微量 で 抑制効果 を発揮
すると考えら れた . こ の CyA の 特徴は, 拒絶反応の 予
防のために 使用 す る免疫抑制剤と して は, 好都合な 点
であり, 実験動物 細 や ヒ トの 臓器移植1 0)
- 1 2)4 5)46)に お い
てすぐれた免疫抑制効果 を示 すin vitr oで の 根拠と い
えよう
.
M L Rの 増殖過程に 対す る CyA の 抑制効果と
CytOtO Xic T細胞誘導に 対す る抑制効果 を相互 に 比較
してみる と, わ れ わ れ の 得 た成績 で は W a ng ら4 0)や
Keow nら2 8)の 成績 と は異な り, CytOtO Xic T 細胞誘導
を50% 抑制する の に 必要な CyA の 濃度 は, M L R を同
程度抑制するの に必要な CyA の 濃度の 1/50～ 1/100の
濃度で あ っ た . He ssら2 2)もわ れ われ と 同 じ実験系で,
CyAの M L Rに 対す る抑制効果と, CytOtO Xic T 細胞
誘導に対する抑制効果 を検討 して お り, そ の 結果 M L R
を50% 抑制す る CyA の 濃度0.064iLg/ml で は, CytO-
toxic T細胞誘導を 70～ 80%以 上抑制す る成績 を得て
い る
･ 以上の 結果 か ら CyA は, M L Rの 増殖過程に 対
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して抑制効果を及ぼす濃度よりも低濃度で cytoto xic T
細胞の誘導過程 に 抑制効果を示 すと考えられ る. A M L R
に対 して も CyA は M L Rに 対 してと同程度の 抑制 を示
す成績(図11)が 得ら れた が , 同様の成績 は Pala cio s
ら2 7川里こよ っ て も報告され てい る. 彼 らは, B細胞の膜
表面上 の D R抗原 を認識す る, T 細胞膜表面上 の レ セ
プタ ー を CyA が阻害す る こ と に よっ て A M L R が抑制
さ れ る と報告 してい る が, こ の考 えに よれ ば, DR 抗原
と S D抗原の相違 を認識 して 誘導さ れ る cytoto xic T
細胞4 8)に 微量で抑制効果を示 した成績 をよく説明でき る
よう に 思 わ れ る.
次に CyA のsup pr es so rT 細胞誘導に及 ぼす効果 を
検討 して みる と, Co nA 添加培養に お ける T 細胞 の増
殖反応は, Co nA lO〟g/ml で 100% 抑制さ れた( 図7)
が, この増殖抑制をうけた T 細胞は自己の P B M C のIg
産生 を50% 抑制す る sup pr ess or T 機能 を有して い た
( 図8). こ れ ら の 成績 か ら, Co nA に 反応 して増殖 す
る T 細胞と Co nA に よっ て誘導されるIg産生抑制 丁
細胞が CyA に対 して異な る感受 性を持つ ことが示 唆さ
れ る. CyA が T リン パ 球に直接作用 して sup pre ss o r機
能を有す る報告4 9)も認められ るが添加する CyA を増加
さ せ る に つ れ て, 誘導される抑制 丁細胞に よ るIg 産生
抑制効果が漸減す る こ と に よ り, CyA の直接的な抑制
機能冗進作用 は否定で き る. また使用 した T細胞中 に
単球の 混入 は 0.5%以下で ある こ とか ら, 単球に よる Ig
産生抑制の可能性 はほ と ん ど考 え られ ない . したが っ
て 自 己 の Ig 産 生 を 抑制 す る sup pr ess o rT 細 胞 の
Co nA に よ る誘導は, CyA で 抑制 され に く い も の と思
われ る. Con A 刺激 に よ っ て誘導され る sup pre ss or T
T 細胞機能に 対す る CyA の 抑制効果をIg産生系 で検
討 した報告 は, こ れ ま で 全く みら れ な い が Le apm a n
ら2 9)3 0)は, P H A, Co nA, P W Mの 各 mitoge n反応系
と ML R を利用 して CyA の Con A 刺激 sup presso r機
能に 及ぼす効果を検討し,CyA l 〟g/mlの 濃度で,Co n
A に よ る増殖反応 は 90%抑制さ れる にも か かわ らず,
sup pre s so r機能 に 対 して は全く抑制が及 ばな い 成績 を
示 して い る . 同様の 成績 は, 動物実験 で も報告さ れ て
い る31). Sakane ら3 2)は, Con A に よ っ て刺激さ れ る
T 細胞の 中で , D N A合成を認めない 分画に も, mitoge n
反 応と M L R を抑制する sup pre ss or機能を有する T リ
ン パ 球が 含ま れ る成績 を報告 して い るが , こ の こ と は,
われ わ れや , 又 Le apm a nら
2 9)3 0)の 検討 した Co nA 誘
導 sup pres sor T 細胞が Co nA に 反応 して増殖 す る T
細胞の populatio nに 含ま れ ず, したが っ て CyA の影
響を あま り受 けな い とすれ ば予盾 しない と考え られる.
しか しさ ら に 注目す べ き は, こ の よう に CyA の 存在下
で Co n A と と もに 培養され た T 細胞が, 自己の 抗体
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産生 に は 弱い 抑制作用 しか示 さ ない に も かか わ らず,
他人の P B M Cに よ るIg 産生系に 対して は, Sup pr eS SO r
機能が認 められ ない 強い 抑制効果を示 した. つ ま り CyA
は Co n A に 反応して 増殖 す る T 細胞 を抑制す るの と
同 じ程度 に , 同種リ ン パ 球の 抗体産生 を抑制す る s up-
pr es s orT 細胞の Co nA に よ る誘導を効果的 に抑制 し
う ると い う こ と で ある. こ れ らの成績 か ら, CyA は,
Co nA 刺激 に よ っ て活性化 さ れ る T 細胞の う ち, 自己
リ ン パ 球の抗体産生抑制 丁 細胞 の 分化に は効果的な抑
制を示 さ な い もの と考 えら れ る. わ れ わ れ の 検討し た
Co n A 刺激 sup pr e ss o rT 細胞 に は hete r oge n eity の
存在す る こ と が知ら れて い る が3 2), CyA の 作用 が 既に
述 べ た よう に活性化され た T リ ン パ 球の増殖反応に お
ける初期過程を抑制す る と考 えれ ば, 増殖反応 を必要
とす る s up pre ss o rT 細胞は , CyA に よ っ て抑制 され
るが , 増殖反応を必要と しな い Sup pr e SS O rT 細胞 は
CyA の抑制効果 をまぬが れる結果とも考えられ , CyA
の 作用 機序 を知る上 で 非常 に 興味深 い 点と思わ れ る.
helperT 細胞機能 に対す る CyA の 作用 は,Palacio s
ら
2 7〉や Pa av o n enら3 4)3 5)に よっ て示 された報告と同様に
濃度依存性 の抑制効果が認め られ た. 又 H L Aの 差異に
よる抑制効果の差異は認 めな か っ た . わ れ わ れの 検討
した T細胞分画 は, す で に 含 まれ る s up pr es so rT 細
胞 を除去す る目的で 1500r ad の Ⅹ線照射 を行 っ てい る
ので , 得ら れた 結果 に対す る sup pre sso rT 細胞の関与
は除外で き る. 又 同 じ理 由で D N A合成 は お こ ら な い .
したが っ て CyA の作用は, T 細胞が P WM の 刺激 をう
けてhelperT 細胞に 分化す る過程 に作用 して い る可能
性が示 唆さ れ る.
最i息 mitoge nや allo a ntige nの添加に よ っ て開始さ
れ る リ ン パ球増殖反応の初期反応に は mitogen あるい
は, allo a ntige nに よ っ て活性化 され た T c ellgr o wth
fa cto r(以下 T C G F と略す) 産生 丁 細胞と , T C G Fに
対す る反応性 を獲得 した T 細胞が必要であ る こ とが解
明され て き た36抑 . ま た T リン パ 球各機能の 分化過程
に も T C G F が必要と され て い る3 7). CyA は T C G Fに
反応す る re c eptor･を阻止 す る と す る La rs so nら の 成
績3 8)や ,CyA が D R抗原に 対 す る re c epto rを阻害す る
結果,T C G Fに 反応す る rec epto rの 出現が 阻止 され る
とす る Pala cio sら の 成績4 1)は , わ れ われ の こ れ まで の
成績 を支持す る ばか り で は なく , CyA の 作用機序 を知
る上 で極 めて 示唆 に 富む成績 とい え よう .
免疫抑制剤と し て使用 す る場合, 造血 幹細胞に 及 ぼ
す作用は 重大 で ある. こ の 目的で , 顆粒球 と マ ク ロ フ
ァ
ー ジの造血幹細胞であ る C F U- C に対 する作用 を検
討 したが (表2), CyA は各種 mitoge n反応 を著明 に
抑制 する 濃度(8 〟g/ml) で も C F U- C に 対 して 全く
抑制 を示 さ な か っ た . ほ ぼ同様 の 成績 は Hellm a nら25}
や Go rdo nら
3 3)に よ っ て も報告さ れて い る
.
これらのin
vitr oで の 成績 は実験動物 に お けるin viv oの 検討6)7)で
も確 め られ て お り, この よ う なlo w myloto xicityは
CyA の 特徴 で あり, また 免疫抑制剤と して非常に有利
な点で あ ろう . 一 方 CyA は, 白血球遁走能Ⅰ3)や, マ ク
ロ フ ァ ー ジ貪食能2 4)に 対して も全く抑制効果を示さない
と い う 成績 も報告さ れ て い る. した が っ て CyA はリン
パ 球, と く に T リン パ 球 に ある程度選択性を有する免
疫抑制剤と い え る か も知 れ な い .
ニ の よう な特徴 を有す る CyA の 臨床応用 は,初め腎
臓移植 の 拒絶反応を予 防す る目的 で 試み られた. 中で
も Cambridge 大学の Caln eら は45例の 同種屍体腎移
植に 使用 し1 0)4 5)4 6), 1 年以 上 の 生 者率が 70%という成績
を得 てい る. こ の う ち 32例 に 対 して は拒絶反応時以外
は, 他 の 免疫抑制剤 を使用 せ ず, CyA の みで治療を行
っ て い るが , そ の生者率は 1年後に 86%と良好な成績
が得 られ て い る4 6). 注目 す べ き こ と は, こ の 32例のう
ち他 の免疫抑制剤 の 投与が必要 で な い 例が 11例,急性
拒絶 反応時の み ス テ ロ イ ドを使用 した例が 13例にすぎ
な い 点で あ ろう . こ れ らの成績 は, CyA が単独で も良
好な免疫抑制効果を 示 す こ と を示 して い る . 一 方副作
用 と して は, 腎毒性 , 感染, 悪性 リ ン パ 腫の 合併が認
め られ て い る. 悪性リ ン パ 腰の 合併 は, 免疫抑制療法
の合併症と して, 臓器移植の さ い に よ く認 められ てお
り, CyA に よ っ て誘発さ れ たの で は な く免疫抑制作用
の 結果, 免疫監視機構の破綻 に よ っ て 合併したと考え
ら れ るが , そ の 頻度 は 6%と あ ま り高くな い . 致死的
な 感染症 の合併例 は, 他の 免疫抑制剤との 併用例であ
り, CyA が原因と は考 えに くい . 腎毒性は G V H Dの
予 防や 治療 を目的化 した ヒ トの 骨髄移植症例に対する
CyA の 投与 に よ っ て も認め ら れ てお り
11) 47,
,CyA の作
用 と 考え られ る. こ の メ カ ニ ズム に つ い て は不明だが､
Caln eら
46)は腎生検 の結果, 光顔 レ ベ ル で は異常を認め
な い 成績 を示 して い る. ま た こ の 場合, CyA をス テ
ロ
イ ドや アザ チ オプ リ ン に 変更 す る こ と に よ り, 腎障害
が 軽快 した成績が報告され て お りin viroに お い ても
CyA の 作用 は 可逆的と考 えら れ る･
同種骨髄移植 に 対す る C)rA の 臨床応用 は, P‖Ⅵ
■1ビS
ら
1 1)47)に よ っ て 精力的 に 試み られ てし- る . 彼らは始め
G V H Dの 治療 を目的と して 使用 した ため , G VH Dが
現 し て か ら, それ ま で 継続 し て き た MT Xに 変え,
CyA lOOOm g か ら 2100m g を径口 的 に 投与した･ 結果
は 5例中4例 が移植後 34日 か ら 52 日の 間に 潮悩 乱
心 不 全, 壊死 性大腸炎, ウイ ル ス 感染症 で 死亡して い
る
.
G V H D が死因と強 く関係す る例が 3例認め -1れろ
こ とか ら す る と, CyA の G V H Dに 対す る漁療効果~と
新 しい 免疫抑制剤 Cyclo spo rin A の基礎的研究
全く不充分で ある と考 え られ る･ また経過中, 血清尿
素窒素の 変動は, CyA の 投与と正 の 関係 が認 め られ て
ぉり, こ の 点は, CyA の 量 を こ れ以 上増加 す る こ と は
困難で あると 同時に CyA の腎毒性の 可能性も示 唆 して
い る . しか しな が ら, GV H Dの 予 防を目的 と して CyA
を, 移植前2 日か ら 25mg/kg を投与 し た 23例 の 成
績1 1)をみ ると, 使用量が 治療量に 比 べ少 い に もかか わら
ず, G V HD の発生頻度は 5% に抑 え られ た･ こ の発生
頻度を, M T Xの み で G V H D を予防 して い る Se attle
グル ー プの成績
1)2)の うち, 特 に Powle sら11)と同様に 白
血病に施行した場合の発生頻度と比 べ て みると Po wle s
らIl切 5%に 比 べ Se attle グル
ー プ で は 19例中12例
(63%)に G V H D が発生 してお り, CyA の GV H D予
防効果は非常に 良い と考 え られ る. しか し, Ho w sら
1 2)
は再生不良性貧血 に 対 す る骨髄移植例 に CyA を使用
し, 拒絶反応と G V H Dに 対す る効果を検討 し た結果,
これまでの成績と発生頻度や重症度 に差異が認め ら れ
なか っ たと報告し てい る. こ の よ う に 各施設 に よ っ て
得られる成績 に差が 認め ら れる 理由は不明で , 今後の
c ontroIstu rdyが 期待 され るが , CyA の特徴 を生か し
た投与量や , 投与時期の 検討も今後必要であろう.
結 論
2種類の 真菌か ら抽出さ れた物質である cyclospo rin
A の免疫抑制剤と して の 特徴 を知 る目的で , 各種免疫
反応系に お ける ヒ トリ ン パ 球と, ヒ ト造血 幹細胞 に 及
ぼすCyA の 作用を検討 し, 以 下の結論 を得た.
1)CyA は直接細胞毒性が認 め られ な い 濃度で, ヒ
トリ ンパ 球の 各種増殖反応 を濃度依存性 に 抑制す る.
2) この 抑制作用 は, mitogen増殖反応開始と同時
に培養系に添加 する こ と に よ っ て 最大の効果が得 られ
るので, CyA は増殖反応 の初期に 最も強 く作用 す る と
考えられる. ま た, こ の 抑制効果 は, 細胞の 洗浄操作
によ っ て消失す るの で , CyA の 作用 は可逆的 で ある.
3)T リンパ 球の 各 s ubs et の機能に 対 す る抑制作用
の程度は, 検討に 用 い た 免疫反応に よ っ て そ れ ぞれ 異
っ ている
. cytoto xic T 細胞機能に 対 して は , 誘導過
軌この み抑制効果 が 認 め ら れ る が , 】 旦 誘 導 さ れ た
Cytoto xic T 細胞 に は全く抑制効果 は認め ら れ な い .
ConA に よ っ て誘導され る s up pre ss o rT 細胞機能は,
同種リ ンパ 球の免疫 グロ ブリ ン産生を抑制す る機能は,
CyA によ っ て濃度依存性 に抑制さ れ るが , 自己 リ ン パ
球の免疫グ ロ ブリ ン 産生 を抑制す る機能 は, CyA に よ
る抑制効果 をうけ に く い
.
4) 顆粒球と マ ク ロ フ ァ ー ジ系の 造血幹細胞である
C FU- C に 対し ては, リ ン パ 球増殖反応 を著明 に 抑制
する濃度で も全く抑制が認め られ ない .
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以上 の成績か ら, CyA は, これ ま での免疫抑制剤 に
み られ な い 多く の 特徴 を有 し, 臓器移植の拒絶予防や ,
骨髄移植 の G VH D予防 に非常に有望な薬剤であると考
えられ る.
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A bs仕act
A new im m un OS uPPreSSiv e agent, CyClospo rin A (CyA), W aS Studied tn vitr o con c erningits
im m u nos up pr essiveeffects o nperiphe ral blo od lympho cytes a nd m yeloto xicityto bo ne marro w
Cells
･
CyA show ed a do se-depe ndentsup pressive effe ct o nlympho cyte pr olifer ation atconce n･
tr ations showing no dir e ct cytoto xicity･ T he maxim u m sup pre sio n of phytohem agg
(P H A) respo nse by CyA w asobserved whe nthe c ultu r e w as begun in the pr esenc eof CyA. If
CyA w as added to the m edium at 2 40 r4 8 hr afte rthe begin ning ofc ultu r e,itc a u sed a v ery mnd
SuP preSSio n･ How eve r, t he P H Arespon s e of lym pho cyte s, Preinc ubated with CyA fo r7 2 hr
,
re covered after they had be e nw a shed･ E ffe cts of CyA o n T cellsubsets w ere v ariablein degre e
depend ing upo nthe ty pes of T cells us ed･ Induction of cytotoxic T cells by alloa ntige n stim u･
h tion w a sc o mpletely i nlibited w hen a minute a m o u nt of CyA (0.0 0 1pg/ml) w as added to
mix ed lym phocyte c ultur e･ On tlle COntr a ry, CytOtO Xic T c ells, O n C ege n e rated, W er en Ot aふ
fected by CyA. Inductio n of sup press o rT cells by c on c a n avlin A(Co nA) w a sals osuppressed
m arkedly by the pr ese n c eof CyA, When their sup pr e ssor activity w a sm ea su red by m e a nsof
POkew e ed mitogen -induc ed im mun oglobulin (Ig)synthesis wit halloge neiclympho cytes. Inter｣
est ingly, Co nA-indu cible s up pre s s o rT cells w e re c o nside r ably r esista nt to CyA whentheir
function wa stested wit ha utologo u slym phocytes, beca us e sup presso rT cell inductio n w as n ot
hinderedin t血is setting･ Fu nctio n of helper T c e11s w as also sup pr es ed by CyA w hen tested by
an in vitroIg productio nsystem ･ Fu rt he rm O re,the effectiv e c o n c e ntr atio ns of CyA w ere v a rying
in sup pre ssing e ach of the T cell- m ediated r e a ctivitie s stated abo v e. In ad d ition, CyA did n ot
Sho w any sup pre sive effe cts o n myeloid hem atopoietic ste m cells at c o nce ntr atio ns up to 8
Pg/mち Which c aused a substa nti alsup pres sion oflym ph9Cyte Pr Olife ratio n. Fro mthes e obs er･
V ations, it is sug ge sted that CyA m ay e x ert its r e versible im m u n osup pr essiv e a ctivityin a nearly
Stage Oflym pho cyte prolifer atio n o rin a nin du ctio nphas e of Tc elトm ediated im m u n e re spon s es.
It is als o suggested thatCyA does n otaffectu n stim ulated or r estinglym pho cyte s. Fu rther m ore,
CyA sho ws n eit he r cytotoxicity n o r myelotoxicity at the con c e ntr atio n stested. Be c au s e ofsu ch
a selectjv ea nd u niqu eim m u n o sup pre ssiv e effect, CyA ap pea rsto be apote ntand be n efitialage nt
in the ap plic atio nto ch mical transpla ntatio n.
